
変異原性試験キット 
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[はじめに] 
 変異原性試験用キットウムラック AT-F は医薬品・化学物質・食品・工場廃

水・焼却灰などの生活・労働環境にある物質の変異原性の有無を簡便にかつ

多数の物質を同時迅速に測定するスクリーニングを目的として開発されまし

た。 
 癌原性物質の多くは DNA に作用し突然変異を起こすことでがん化させる

ことが知られており、このことから細胞のがん化は遺伝子の機能変化・発現

調節の異常等の遺伝子レベルの反応が関与していると考えられます。 
 本製品は微生物を利用した短期変異原性試験 umu-test を簡便に測定でき

る様キット化したものです。この試験は DNA への損傷により誘発される一連

の遺伝子群(SOS 遺伝子)のうち、突然変異に直接関与している umu 遺伝子の

発現をβ-galactosidase 活性を指標として定性的に測定する方法です。 
 さらにこの試験は、現在変異原性試験の主流となっている Ames 試験や実

験動物を使って調べる癌原性試験の結果とよく相関しており、Ames 試験では

測定が不可能なヒスチジンを含有する物質においても試験が可能で、食品・

尿・血液・粗抽出物などの検体にも適用できます。 
 また日本においては 1993 年に上水試験法、1997 年には下水試験方法に公

定法として採用されており、ドイツにおいても排水中の安全性を評価する方

法に正式採用 (DIN-38415-3)されました。さらに 2000 年には国際規格

(ISO13829)にも制定されています。 
 新たに開発したウムラック AT-Fはこれまでのウムラック ATでは凍結乾燥

されていた umu 試験菌株 NM2009 株を必要量の菌数を冷凍のままキットに

添付したことにより、従来キットの感度を維持したまま約 5 時間の試験時間

で同時に多数の試料を試験することを可能にしました。 

[キットの構成 ] 
① umu-test 菌株（NM2009）凍結品･･････････････････････１vial 

② 培養液･･････････････････････････････････････････････11ml/vial 

③ ラット肝臓 S9 ホモジネート（乾燥品）･･･････････････････1vial 

④ コファクターⅠ液･････････････････････････････････････1ml/vial 

⑤ 陽性対照物質(AF-2 9μg/ml DMSO 溶解品) ････････0.5ml/vial 

⑥ 陽性対照物質(2-AA 300μg/ml DMSO 溶解品)･･･････0.5ml/vial 

⑦ 希釈用溶媒(10%DMSO)･･･････････････････････････････13ml/vial 

⑧ 発色基質液(X-gal 溶液)･･･････････････････････････････11ml/vial 

⑨ 反応停止液･･･････････････････････････････････････････11ml/vial 

⑩ 96well マイクロプレート･･･････････････････････････････・･1 枚 

 

[使用器具類] 

マイクロピペット、マルチピペット、試験管（破損防止のため PP 製をお薦め

します）、精製水、適当な溶媒、インキュベーター（37℃）、プレート振とう

機、マイクロプレート用イムノリーダー（測定波長 610nm～670nm） 

[測定フロー]下記フローチャートで各操作の時間的前後関係を参照してください。 
 ※ ③S-9 乾燥品、④コファクターⅠ以外の試薬は解凍してください。 

Step1 菌液の予備培養と調製 

 

 

 

 

 

 

 

 

Step2 陽性対照物質および被験物質の調製 

[測定方法] 
前準備：培養液の予備加温 
37℃に設定した水浴槽もしくはインキュベーターで十分に加温してく

ださい。 
 
Step1：菌の予備培養 
冷凍状態の菌体を室温で融解し、0.5ml 全量を加温した培養液中に添

加して軽く混和し、37℃インキュベーターで 1 時間予備培養を行って

ください。 
 
Step2：陽性対照物質および被験物質の調製 
1.被験物質の溶解・希釈 
被験物質は可溶化できる適当な溶媒を選択し、希釈系列を作り適当な

濃度に調製してください。未知の被験物質については希釈系列を広く

とることをお薦めいたします。 
※詳細については後に記載してある[検体の採取]、[検体希釈の溶媒と

サンプル量]、[未知検体の用量設定]を参照してください。 
 
2．陽性対照物質の希釈 
⑤AF-2(9μg/ml)、⑥2-AA(300μg/ml)は 100%DMSO に溶解してあり

ます。これらを精製水で 10 倍希釈(例：100μl/900μl)することにより、

10％DMSO に溶解された状態になりますので、以降は⑦溶媒(10％
DMSO)で⑤AF-2 は 3 倍段階希釈(例:100μl/200μl)、⑥2-AA は 10 倍

段階希釈(例:100μl/900μl)を行ってください。 
 
AF-2＝0.9、0.3、0.1、0.033、0μg/ml 
2-AA＝30、3、0.3、0.03、0.003、0μg/ml 
 
キットの性能を確認するための操作ですので、下線の濃度サンプルの

み添加するだけで構いません。 
 

3．分注 
Step1 の菌の予備培養間に 2．で希釈した陽性対照物質 10μl を well
毎に添加してください。また調製した被験物質は 1～10μl の範囲内で

添加をしてください。 
※溶媒によっては溶媒濃度が高いとマイクロプレートを溶かし、測定

に影響を及ぼす可能性があります。その際は少量を添加していただく

か、もしくは菌液を添加後の well に添加してください。 
 
Step3：S9Mix の調製 
③ラット肝臓 S9 ホモジネート(乾燥品)に室温で解凍した④コファクタ

ーⅠ液を全量添加し、静かに攪拌してください。 
※使用直前に調製を行ってください。 
 
Step4：菌液の調製 
1．S9(-)菌液 
Step1 で予備培養を行った菌液をそのままお使いください。 
 
2．S9(+)菌液 
代謝活性化が必要な陽性対照物質(2-AA)や被検物質にはS9Mixを添加

した菌液をご使用ください。必要な菌液量に対して 10％の S9Mix を

混和してください。（例：5ml 菌液に対して S9Mix 0.5ml） 
 
Step5．菌液の分注 
Step4 で調製した菌液をあらかじめ陽性対照物質と被験物質を添加し

ておいたマイクロプレートに 100μl/well 分注してください。 
 
Step6：インキュベーション 
被験物質および菌液を添加したマイクロプレートを軽く振盪し、37℃
インキュベーター内で 2 時間反応（静置）させてください。 
 

② 
培養液 

① 

 
37℃に加温した②培養液に

①菌液を全量添加する。 

37℃1 時間培養 

菌液 
A 
 

 

1.被験物質の溶解 

基本的に水で溶かす。溶けない場合は⑦

溶媒(10%DMSO)または 100％DMSO 及び他

の溶媒を使用する。 

2.陽性対照物質の調製 

 

⑤ 

 
⑥ 

 AF2    2-AA 

9μg/ml  300μg/ml 精製水で 10 倍に希釈 

(10％DMSO溶液になります。) 

⑥ ⑤ 

前項で調製した 10 倍希釈陽性対照液から 

さらに⑦溶媒(10％DMSO)によって希釈系列 

を作製 

AF-2：0.9、0.3、0.1、0.033、0μg/ml 

   3 倍希釈 

2-AA：30、3、0.3、0.03、0.003、0μg/ml 

   10 倍希釈 
10μl/ well 

1~10μl/ well 

ウエル 
に分注 

Step3  S9Mix の調製 
（試薬類は使用直前に解凍する） 
③S9 乾燥品に④コファクターⅠ1ml 全量

を加えて S9Mix を調製 

菌液 A を必要量試

験管等に移し、10%
量の Step3：S9 Mix
を加える（菌液 B） 
  （S9+） 

Step4  菌液の調製 

菌液

B 
菌液

A 

菌液 A 残りはその

ままウエルに添加

する。 
(S9－) 

100μl/ well 

 
 

 

⑧ 

 
⑨ 

 

Step7 β-galactosidase 活性測定 

⑧発色基質液を添

加して軽く振とう 

100μl/ well 100μl/ well 

⑨反応停止液を添加して軽く

振とう後、吸光度(620nm 付近)
を測定 
 

Step5  

Step6  

37℃2 時間 
37℃1 時間 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Step7：β-galactosidase 活性測定 
1．あらかじめ加温しておいた⑧発色基質液を 100μl/well 添加してく

ださい。 
※細胞毒性の影響を確認するためには、1.の発色基質液添加前に波長

570nm 付近でウエル内菌液の濁度を測定しておいてください。 
 
2．マイクロプレートを軽く振盪し、37℃インキュベーター内で 1 時間

発色させてください。 
 
３．⑨反応停止液を 100μl/well 添加し、反応を停止してください。室

温で軽く振盪後、約 2~3 分で発色が安定するので、波長 620nm 付近

(610~670nm 間)で吸光度を計測してください。(吸収スペクトル参照) 
 

[代謝活性化] 
 変異原性物質にはそのままで DNA に損傷を与えるものもあるが、体

内で代謝酵素によって代謝されることで変異原性を示すものがありま

す。本キットではラットの肝臓をホモジネートして調製した S9 を添加

することで体内で代謝されたのと同様の条件を作り、それにより代謝

活性化されて変異原性を示すものを測定します。よって未知の被験物

質に関しては S9 を添加しないもの(S9-)、S9 を添加したもの(S9+)の両

方の条件で試験を行っていただく必要があります。これによって正確

な評価が可能となります。 
 

[検体の採取] 
 大気・河川水・食品・尿などから得た被験物質は一般的には低濃度

で存在しますので、適当な抽出や濃縮が必要です。 
 

[検体の希釈] 
 被験物質の希釈は、基本的には精製水で溶かしてください。非水溶

性の場合はまず DMSO(ジメチルスルホキシド)に溶解し、白濁や溶解

されなかった場合は本キットに使用可能である適当な溶媒を使用して

ください。 
 
※DMSO、エタノール、メタノール以外の溶媒はポリスチレン製であ

るマイクロプレートに腐食などの影響をもたらす可能性があるため、

先に菌液を分注した後にこれらの溶媒で溶かした検体を加えてくださ

い。 
 

[未知検体の用量設定] 
 未知の検体の場合、広い濃度をカバーする必要があるため、溶媒に

溶け得る最高濃度の溶液を作製し、これを段階的に希釈して予備試験

を行ってください。予備試験から得られた結果から陽性の可能性とな

り得る領域を絞って再試験を実施していただくことでその未知検体の

陽性となる濃度を判定してください。 
 
検体濃度と誘発される発色レベル(吸光度)の関係は、一般に下図のよう

な関係がみられます。 

[結果判定] 
陽性判定は溶媒対照(0μg/ml)で得られた吸光度の 2 倍以上を示した時

の濃度を呈した場合、陽性とみなします。 
 

 
 

[使用上の注意] 
1.使用説明書に記載した使用方法に従って使用してください。 
 記載された使用方法及び使用目的以外での使用については性能の保

証範囲外といたします。 
2.テスト菌株の取扱い 
 テスト菌株は「遺伝子組換え生物等の使用等の規制による生物の多

様性の確保に関する法律」の遺伝子組換え生物等の第二種使用に該

当します。取扱いについては拡散防止措置区分の P1 レベル以上で取

扱い、施行規則、第二種省令等の法律を遵守してください。 
 詳細については「添付資料」を参照してください。なお菌を廃棄す

る際は適当な不活化処理を行ったうえで廃棄をしてください。 
 参考として、次亜塩素酸ナトリウム 0.1%(菌液 10ml に対して試薬/

次亜塩素酸ナトリウム液 0.2ml)、エタノール(最終濃度 30%以上)、
あるいは使用後直ちに 121℃15 分間、高圧蒸気滅菌を行って不活化

してください。 
3.陽性対照物質の取扱い 
 本キットには変異原性陽性対照(AF-2、2-AA)が添付されております。

取扱う際には手袋や必要に応じて保護眼鏡等の安全対策を講じて取

扱ってください。また廃棄する際には本製品が変異原性物質である

ことを明記し、産業廃棄物として業者に依頼して適切な処理によっ

て廃棄してください。 
4.光の影響 
 本菌株は紫外線感受性ですので、直射日光に触れないよう操作を行

ってください。 
5.構成試薬には有機溶媒(ジメチルスルホキシド:DMSO)を含むものが

ありますので、直接皮膚に触れないよう注意してください。万一皮

膚や眼に入った場合、直ちに多量の水で十分に洗い流し、必要に応

じて医師の診察を受けてください。 
 
 

[保存方法] 
 ‐80℃以下で保存し、使用期限内に使用してください。 
 
 
 

[包装単位] 
１キット ９６ウエル（１回使い切り） 
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検体濃度

発
色
レ
ベ
ル

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ 

０ 

０：自然誘発による Basal Level の酵素活性 
Ⅰ：検体の濃度が低く、誘発が起こっていない。 
Ⅱ：最適の濃度設定。濃度依存性の誘発がみられる。 
Ⅲ：生育阻害がみられる。 
Ⅳ：生育阻害がさらに強まり、酵素活性は Basal 

Level よりも低下する。 

[問い合わせ] 
 株式会社 蛋白精製工業 
 〒379-2203 群馬県伊勢崎市曲沢町 152-1 
 TEL：0270-20-8571 
 FAX：0270-20-8572 
 ホームページ：http://www.pro-purify.co.jp 

製造販売元 


